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(57) Abstract: The invention relates to fluorescent 
microparticles whose core consists of polymer particles 
and dyes incorporated therein or of semiconducting 
crystals and which are coated with a metallic 
conducting material. The invention further relates to a 
method for producing the inventive microparticles and 
to uses of said microparticles in analytics especially 
in the field of biology and medicine. The inventive 
microparticles are characterized by their improved 
V ~~ photostability and higher fluorescence intensity 
O (fluorescence brightness). 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft fluo- 
reszierende Mikroteilchen, die im Kern aus Polymerteil- 
chen mit inkorporierten Farbstoffen oder aus Halbleiter- 
kristallen bestehen und mit metallisch leitenden Material beschichtet sind, ferner ein Verfahren zur Herstellung dieser Mikroteilchen 
und Anwendungen dieser Mikroteilchen in der Analytik insbesondere in Biologie und Medizin. Die erfmdungsgemaBen Mikroteil- 
chen zeichnen sich durch verbesserte Photos tabilitat und hohere Fluoreszenzintensitat (Huoreszenzhelligkeit) aus. 
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Fluoreszierende Mikroteilchen 

Die Erfmdung betrifft fluoreszierende Mikroteilchen, die im Kern aus Poiymerteilchen mit 
inkorporierten Farbstoffen oder aus Halbleiterkristallen bestehen und mit metallisch leitenden 
Material beschichtet sind, ferner ein Verfahren zur Herstellung dieser Mikroteilchen und An- 
wendungen dieser Mikroteilchen in der Analytik insbesondere in Biologie und Medizin. Die 
erfmdungsgemaBen Mikroteilchen zeichnen sich durch verbesserte Photostabilitat und hohere 
Fluoreszenzintensitat (Fluoreszenzhelligkeit) aus. 

Fluoreszierende Mikroteilchen sind aus der Literatur bekannt und haben ein breites Anwen- 
dungsgebiet in der Analytik besonders beim Nachweis biologisch relevanter Materialien ge- 
fimden. So werden in EP 0 596 098 fluoreszierende Mikropartikel beschrieben, bei denen 
Fluoreszenzfarbstoffe in Polymere eingebettet und entsprechend ausgerustet in der biologi- 
schen Analytik eingesetzt werden. Analoge Materialien werden auch in USP 2 994 679 und 
USP3 096 333 erwahnt 

Derartige fluoreszierende Mikroteilchen fmden vielfaltige Anwendungen in der Biologie und 
Medizin, da man an ihre Oberflache biologisch aktive Materialien chemisch oder physikalisch 
adsorptiv anbinden kann. Auf diese Weise gelabelt, dienen die fluoreszierenden Mikropartikel 
als Marker oder Tracer fur den Nachweis des biologischen Materials. 

So werden in Circulation 83, 974 (1991) BlutfluBmessungen mit Hilfe derartiger Mikroparti- 
kel beschrieben. In J. Microbiol Meth. 13, 135, (1991) wird das Verhalten von Bakterien un~ 
tersucht. Weitere Beispiele sind die Anwendung in Immunoassays (Anal. Biochem. 272, 165, 
(1999)) und der Nucleinsaureanalytik (Anal. Biochem. 198, 308, (1991), Nucleic Acid Res. 
15, 2891, (1987)). Eine zusammenfassende Darstellung von Anwendungen befindet sich in: . 
R.P. Haughland: Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, 7. Aufl. Molecu- 
lar Probes, 1999. * 

Bekannt ist auch die Verwendung von Haibleitermikrokristallen mit TeilchengroBen im 
Nanometerbereich sogenannter Quantum Dots fur den gleichen Anwendungszweck (WO 
99/26 269, WO 00/17 642). 

Diese in der Literatur bisher beschriebenen fluoreszierenden Mikroteilchen haben jedoch 
mindestens zwei grundsatzliche Nachteile. Zum einen besitzen die inkorporierten Farbstoffe 
eine ungenugende Photostabilitat und zum anderen ist die Intensitat des emmittierten Fluores- 
zenzlichts (Helligkeit) oft ungenugend. Dadurch ist ihre Anwendung insbesondere bei hoch- 
sensitiven Messungen eingeschrankt. Beispielsweise muB ein sehr hoher apparativer Aufwand 
hinsichtlich der Lasertechnik und Elektronik bei der Anwendung der Mehrphotonenanregung, 
z.B. Zweiphotonenanregung, betrieben werden. Die Methode der Zweiphotonenanregung im 
langwelligen Bereich oberhalb von 600 nm und die Detektion des Fluoreszenzlichts kurzwel- 
iig ist besonders attraktiv, da bei dieser MeOmethode nur eine sehr geringe Untergrundstrah- 
lung auftritt. 

Aufgabe der Erfmdung ist es deshalb, fluoreszierende Mikroteilchen mit wesentlich verbes- 
serter Fluoreszenzhelligkeit und Photostabilitat, die den Einsatz hochempfindiicher Nach- 
weisverfahren mit einfachen Mitteln gestatten, aufzufinden und Verfahren zu ihrer Herstel- 
lung und Verwendung anzugeben. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch fluoreszierende Mikroteilchen mit den Merkma- 
len des Ansprachs 1 bzw. Herstellungsverfahren nach Anspruch 21 und Verwendung nach 
Anspruch 28 gelost. 
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Nachfolgend wird die Erfindung naher erlautert. Die erfindungsgemaBen fluoreszierenden 
Mikroteilchen enthaiten einen Kern eines fluoreszierenden Materials, der aus Polymerparti- 
keln, die mit organischen Farbstoffen beladen sind oder aus Halbleitermikrokristallen, besteht. 
Diese fluoreszierenden Kernteilchen werden mit einem bei den optischen Frequenzen der An- 
regung und Fluoreszenz metallisch leitenden Material beschichtet. In Abhangigkeit vom 
Durchmesser des fluoreszierenden Kems, der Art des metallisch leitenden Materials und des- 
sen Schichtdicke werden die Intensitat des abgestrahlten Fluoreszenzlichts und/oder die Pho- 
tostabilitat, der im KernbefindlichenFarbstoffe wesentlich erhoht. Diese bemerkenswerte 
Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften tritt sowohl bei Einphotonen- als auch bei Mehr- 
photonennaregung auf. Im Detail hangt diese Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften yon 
der Art des metallisch leitenden Materials, dem Durchmesser des Kerns und der Schichtdicke 
des aufgebrachten Metalls ab. So wurde gefunden, daB Gold, Silber, Kupfer oder Aluminium 
sich besonders gut eignen. Der Durchmesser des fluoreszierenden Kerns liegt bevorzugt im 
Bereich von 10 bis 90 nm und die Schichtdicke des metallisch leitenden Materials betragt 
bevorzugt 1 bis 10 nm. Verwendet man Silber als metallisch leitendes Material, so ist der be- 
sonders bevorzugte'Durchmesser des Kerns 10 bis 50 nm. Die gleichen Effekte der Verbesse- 
rung der Fluoreszenzeigenschaften treten auch auf, wenn der Kem der fluoreszierenden Mi- 
kroteilchen aus Halbleitermaterial, wie CdS, CdSe, CdTe, ZnS, ZnSe, ZnTe, IhP, InAs be- 
steht. 

Als fluoreszenzfahige organische Farbstoffe eignen sich Farbstoffe aus den Stoffklassen der 
Cumarine, Oxazine, Thiazine, Rhodamine, Dibenzpyrane, Polymethine wie Cyanine, Phtha- 
locyanine oder Kombinationen davon. 

Diese Farbstoffe werden in Polymermaterial eingebracht, wofur sich Polymere oder Copoly- 
mer von StyroL Divinylbenzol, Acrylnitril oder Methacrylnitril, Acrylamid oder Methacry- 
lamid, Acrylsaure- oder Methacrylsaureester, Maleinsaurederivaten, Vinylacetat, Vmylchlo- 
rid, ferner Cellulosederivate, Agarose, Polyurethan, Polyhydroxybuttersaure, Polylactide eig- 

Geeignet sind ebenfalls vernetzte Polymere mit anionen- oder kationenaustauschenden Grup- 
pen. 

Vorteilhaft werden die metallisch beschichteten fluoreszierenden Mikroteilchen mit emer 
Schutzschicht aus Oxiden oder Sulfiden uberzogen. Geeignet sind aber auch Polysulfide oder 
andere thiolgruppenenthaltende Substanzen. Gleichfalls konnen die metallisierten Mikroteil- 
chen mit EiweiBkorpern wie Albumin adsorptiv beschichtet werden. Auf diese Weise und 
durch Beschichtung mit anderen Substanzen oder chemische Reaktion erhalten die Mikroteil- 
chen funktionelle Kopplungsgruppen wie Hydroxyl, Amin, Amid, Imid, Carbonsaureanhy- 
drid, Sulfhydryl, Sulfonat, Aldehyd, Azid, Chinonazid. 

An diese funktionelle Gruppen oder dUrch vorherige Beschichtung konnen auch biologisch 
aktive Substanzen wie Biotin, Avidin, Streptavidin, oderNucleinsaureverbindungen ange- 
bracht werden. _ _ 

Auf diese Weise mit einer chemisch aktiven Oberflache ausgeriistet, eignen sich die erfin- 
dungsgemaBen fluoreszierenden Mikroteilchen fur eine Vielzahl von analytischen Anwen- 
dungen. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen fluoreszierenden Mikroteilchen erfolgt in mehreren 
Schritten. 

Im ersten Schritt werden die Kernteilchen mit einem mittleren Teilchendurchmesser von 5 bi 
100 nm, die aus mit Farbstoffen beladenen Poiymerteilchen oder Halbleitermikrokristallen 
bestehen, prapariert. 

• In einer Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens werden hydrophobe in Wasser 
praktisch unldsliche Farbstoffe gemeinsam mit dem ebenfalls in Wasser unloslichen Poly- 
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mermaterial in einem organischen mit Wasser ebenfalls nur beschrankt mischbaren Losungs- 
mittel gelost Dabei werden Losungsmittel verwendet, deren Siedepunkt niedriger als der von 
Wasser ist. Geeignet sind beispielsweise Methylenchlorid, Chloroform, Dichlorethan, Te- 
trachlorkohlenstoff; Trichlorethylen, Benzol, Cyclohexan. 

Als Polymermaterial werden verwendet Polymere oder Copolymere von Styrol, Divinylben- 
zol, Acrylnitril oder Methacrylnitril, Acrylsaure-oder Methacrylsaureester, Maleinsaurederi- 
vaten, Vinylacetat, Vinylchlorid, ferner wasserunldsliche Cellulosederivate, Polyurethan, Po- 
lyhydroxybuttersaure, Polylactide, Polyvinylalkohol, Gelatine, Agarose. 
Nach Zugabe von grenzflachenaktiven Stoffen als Emulgierhilfsmittel, die sowohl zu der or- 
ganischen als auch zu der wassrigen Phase oder zu beiden Phasen erfolgen kann, werden bei- 
de Phasen unter Anwendung eines hochtourigen Ruhrwerks intensiv vermischt, so daB sieh 
eine feinteilige Emulsion bildet. In der kontinuierlichen Wasserphase feinverteilt befinden 
sich die Tropfchen des L6sungsmittels 5 die das Polymermaterial und den Farbstoff enthalten. 
Nach Abdestillieren des Losungsmittels verfestigen sich diese Tropfchen zu spharoiden Mi- 
kroteilchen. Diese konnen z.B. durch Zentrifugieren isoliert, gewaschen und entsprechend 
weiterverarbeitet werden. 

Bei der Herstellung von Kernteilchen, die hydrophile Polymere wie Agarose, Polyacrylamid, 
wasserlosliche Cellulosederivate, Polyvinylalkohol, Gelatine und hydrophile Farbstoffe ent- 
halten, geht man umgekehrt vor. Man lost die Polymeren und die Farbstoff e in Wasser und 
emulgiert diese Losung wieder unter Anwendung von grenzflachenaktiven Stoffen in einem 
organischen Losungsmittel, dessen Siedepunkt oberhalb des Siedepunktes von Wasser liegt. 
Geeignet sind hierfiir beispielsweise Toluol, Ethylbenzol, Xylole, Cumol, Nach dem Vermi- 
schen beider Phasen unter Einsatz eines hochtourigen Ruhrwerks wird eine feinteilige Emul- 
sion mit dem organischen Losungsmittel als kontinuierliche Phase erhalten. In den feinver- 
teilten Wassertropfen befinden sich das Polymermaterial und die Farbstoffe. Nach Abdestil- 
lieren des Wassers verfestigen sich diese Tropfchen zu spharoiden Mikroteilchen. Diese wer- 
den wieder durch Zentrifugieren isoliert 

ErfindungsgemaB lassen sich auch polymere Mikroteilchen, die an ihrer Oberflache anionen- 
oder kationenaustauschende Gruppen enthalten, wie entsprechend modifizierte Styrol- 
Divinyl-Copolymere, mit ionischen Farb stoffen beladen. 

Im zweiten Schritt werden diese fiuoreszierenden Kernteilchen mit einem bei den optischen 
Frequenzen der Anregung und Fluoreszenz metallisch leitenden Material beschichtet Hierfur 
sind insbesondere Gold, Silber, Kupfer oder Aluminium geeignet. In Abhangigkeit von der 
GroBe der Kernteilchen sind hierbei bestimmte Schichtdicken im Bereich von 1 bis 10 nm 
besonders bevorzugt, um maximale Photostabilitat und/oder Fluoreszenzintensitat zu errei- 
chen. 

Diese erfindungsgemaBe Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften hangt in komplexer 
Weise von den Materialeigenschaften der beteiligten Stoffe (Polymermaterial und Farbstoffe), 
Art des metallisch leitenden Material s, den geometrischen Verhaltnissen (Durchmesser der 
Kernteilchen und Schichtdicke des metallisch leitenden Materials) und der Art der Anregung 
und Emission (Ein- oder Mehrphotonenanregung) ab. 

Die Beschichtung der fiuoreszierenden Kernteilchen erfolgt durch Dispergieren dieser Teil- 
chen in einem Losungsmittel bevorzugt in wassrigem Medium, Zugabe eines Salzes oder ei- 
ner anderen Verbindung des metallisch leitenden Materials und eines Reduktionsmittels. 
Als Metallsalze eignen sich beispielsweise Silbersulfat, Silbernitrat, Gold(IH)chlorid, 
Gold(I)cyanid, Kupfersulfat, Kupfernitrat. Fur Silber bzw. Gold eignen sich eine Vielzahl von 
Reduktionsmitteln. Die folgende Aufzahlung stellt eine Auswahl ohne Anspruch auf Vollzah- 
ligkeit dar: Formaldehyd, Eisen(II)sulfat, Weinsaure, Hydrochinon, p-Aminophenol, Dialky- 
lanllme, Phenidon, Sulfit, Oxalsaure, Zucker, Weinsaure, Citronensaure. 
ZweckmaBigerweise werden Losungen der Metallsalze und des Reduktionsmittels abwech- 
selnd in kleinen Portionen zu den dispergierten Kernteilchen gegeben und Proben entnom- 
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men urn den Vorgang der Beschichtung zu verfolgen und zu kontrollieren Die entnommenen 
Proben werden auf ihre Fluoreszenzeigenschaften im Vergleich zu den unbeschicnteten 
Kernteilchen untersucht. Die Dicke der Beschichtung wird durch. Ablosen der Metallschicht 
von einer definierten Anzahl von Mikroteilchen und analytische Bestimmung der Metallio- 
nenkonzentration ermittelt. Hierfiir werden beispielsweise Polarographie oder Atomabsorpti- 
onsspektroskopie verwendet. , ... 

Dabei haben sich Schichtdicken des metallisch leitenden Materials imBereich von 1 bis lu 
ran und fluoreszierende Kernteilchen mit einem Durchmesser von 10 bis 90 ran als geeignet 
erwiesen. Besonders geeignet sind Kernteilchen deren Durchmesser 10 bis 50 nm betragt, 
wenn als metallisch leitendes Material Silber verwendet wird. 

In einem weiteren Arbeitsschritt kann die Oberflache der metallisierten Teilchen modifiziert 
werden, um das Ankoppeln insbesondere von biologisch oder medizmisch releyanten Sub- 
stanzen zu bewirken. Hierfiir gibt es eine Reihe von Varianten, die separat und/oder m Kom- . 
bination angewendet werden konnen. Durch Behandlung mit Oxidationsmitteln oder Ammo- 
niumsulfidlosungen wird auf den metallisierten Oberflachen eine diinne Schutzschicht er- 
zeugt. Hierfiir eignen sich auch aHphatische Polysulfide oder monomere thiolgruppenenthal- 

tende Substanzen. ... . • . 

Um das weitere Ankoppeln von Biomaterialien zu ermoglichen kann eine Beschichtung mit 
EiweiBkorpern wie Albumin oder anderen Substanzen, die funktionelle Gruppen enthalten, 
erfolgen Als Beschichtungsmaterial eignen sich eine Vielzahl von monomeren oder po yme- 
ren Substanzen wie Styrol-Maleinsaure-Copolymere, Polyvinylalkohol und Polyvmylalko- 
holderivate, losliche Cellulosederivate, Azide, Diazide, Chinondiazide. 
Auf diese Weise konnen die fluoreszierenden Mikroteilchen mit funktionellen Gruppen, wie 
HydroxyL Amin, Amid, Imid, Carbonsaureanhydrid, Sulfhydryl, Sulfonat, Aldehyd, Azid 
Chinonazid oder biologisch aktive Substanzen ausgeriistet werden. Fur die Anwendung m der 
Bioanalytik ist die Beschichtung mit bzw. Ankopplung von Biotin, Avidm, Streptavidm, oder 
Nucleinsaureverbindungen besonders attraktiv. 

Die erfindungsgemaBen fluoreszierenden MikroteUchen werden als Fluoreszenzmarker oder 
Tracer verwendet. Die Verwendung als Fluoreszenzmarker benutzt dabei die Moghchkeit, 
daB die an den Mikroteilchen gebundenen funktionellen Gruppen oder biologisch aktiven 
Substanzen mit Analytsubstanzen reagieren und anschlieBend iiber eme Fluoreszenzmessung 
detektiert werden konnen. 
Die iibhche Vorgehensweise ist dabei folgende: 

a) Es wird eine Probe in der sich die nachzuweisenden Analytsubstanzen befinden vorberei- 
tet 

b) Fluoreszierende Mikroteilchen mit funktionellen Gruppen oder biologisch aktiven Sub- 
stanzen ausgeriistet, die zur Erkennung der Analytsubstanzen fahig sind, werden disper- 
giert oder in geeigneter Weise auf eine Oberflache aufgebracht. 

c) Die Analytsubstanzen und die fluoreszierenden Mikroteilchen werden zusammengebracnt 
und fur die benotigte Reaktionszeit inkubiert. 

d) Mikroteilchen, die nicht reagiert haben, werden entfernt. 

e) Die gebundenen Mikroteilchen und damit die Analytsubstanzen werden bestrahlt und uber 
das abgestrahlte Fluoreszenzlicht detektiert. 

Nach diesem Schema lassen sich Proteine, Peptide, DNA, RNA, Oligonucleotide, Polysaccha- 
ride, Avidin, Biotin, polymere und nichtpolymere Biomolekule, Antikorper, Antigene, Viren 
oder andere Mikroorganismen nachweisen. 

Das beschriebene Verfahren kann auch speziell als Immunoassay ausgestaltet werden. 
Die Detektion von DNA, RNA oder Oligonucleotiden kann in der DNA-Sequenzanalyse ver- 
wendet werden. 
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Mit fluoreszierenden Mikroteilchen markierte Zellen konnen aussortiert oder cytometrisch 
detektiert werden. 

Die erfindungsgemaBen fluoreszierenden Mikroteilchen lassen sich auch als Tracer zur unter- 
suchung von Transportvorgangen in fluiden Medien innerhalb und auBerhalb von lebenden 
Organismen oder Zellen anwenden. 

Die hohe Fluoreszenzintensitat der erfindungsgemaBen Mikroteilchen bei Zweiphotonenanre- 
gung erlaubt eine Anregung mit preiswerten kommerziellen Diodenlasern lm Bereich 600- 
1 100 nm und die Detektion der kurzwellig dazu emittierten Fluoreszenzstrahlung im Bereich 
von 300-700 nm Wegen der hohen Fluoreszenzintensitat und der verbesserten Photostabihtat 
lassen sich mit den erfindungsgemaBen Mikroteilchen vielfach Detektionsverfahren emfacher 
und wirtschaftlich gunstiger gestalten. Beispielsweise ist die Detektion der fluoreszierenden 
Mikroteilchen auch mit einer CCD-Kamera moglich. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert, ohne auf 
diese Beispiele beschrankt zu sein. 

Beispiel 1 

In 250ml doppelt destilliertem Wasser werden lg Polystyrollatexpartikel deren mittlerer Teil- 
chendurchmesser 50 nm betragt und die mit einem bei einer Wellenlange von 635 nm anreg- 
baren Cyaninfarbstoff Fl (die Formel ist unter Figure 1 angegeben) beladen sind unter mten- 
sivemRtihren dispergiert. Um diese fluoreszierenden Kernteilchen mit Silber zu beschichten, 
werden zwei Losungen bereitet. 

Losung A : 2%-ige Losung von Silbernitrat in doppelt destilliertem Wasser 

Losung B : In 250 ml doppelt destilliertem Wasser werden gelost 2g p-Aminophenol und lOg 

Kaliumcarbonat 

Beide Losungen werden auf 25 QradC temperiert. 

Zu der Suspension mit den farbstoffbeladenen Latexpartikeln werden anschlieBend 10 ml Lo- 
sung A und 20 ml Losung B gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 25 min werden anschlie- 
Bend 30 ml Reaktionsgemisch mit einer Pipette entnommen, die Latexpartikel durch zentnfu- 
gieren isoliert und drei Mai mit doppelt destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wird 
diese Prozedur mit der verbleibenden Reaktionsmischung noch vier Mai wiederholt, so daB 
man eineReihe unterschiedlich mit Silber beschichteter Latexpartikel erhalt. Die isolierten 
und gewaschenen Latexpartikel werden in 100 ml doppelt destilliertem Wasser dispergiert, 
um die Fluoreszenzeigenschaften bei Anregung mit der Wellenlange 635 nm bei der Emissi- 
onswellenlange 670 nm zu messen. Das erfogt mittels einer herkommlichen Fluonme- 
teranordnung unter Anregung mit einem Diodenlaser. Dabei dienen die nicht mit Silber be- 
schichteten Polystyrolpartikel als Referenzobjekt. Als PhotostabUitat wird die Zahl der detek- 
tierbaren Fluoreszenzphotonen bis zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat auf den halben 
Ausgangswert (Halbwertzeit) definiert. 

Nach der Messung wird die Menge des auf den Teichen abgeschiedenen Silbers bestimmt. 
Dazu wird das Silber mit einer Kaliumferricyanidlosung oxidativ in Losung gebracht und 
polarographisch bestimmt. 

Es wurde gefunden, daB die Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften in komplexer Weise 
von der GroBe der Kernteilchen und der Schichtdicke des aufgebrachten Silbers abhangt. 
Im Vergleich zu den unbeschichteten Mikroteilchen wurde eine maximale Erhohung der Fluo- 
reszenz um den Faktor 22 und der Photostabilitat um den Faktor 100 bei einem Teilchen- 
durchmesser von 50 nm und einer Silberschichtdicke von 6 nm gefunden. 
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Beispiel 2 

In diesem Beispiel wird analog Beispiel 1 die Beschichtung von Mikroteilchen mit Gold und 
die Bestimmung der Fluoreszenzeigenschaften der erhaltenenTeilchen bei Einphotonenanre- 
gung bei der Wellenlange 635 nm und Emission bei 670 nm beschrieben. 
Es werden wieder lg der farbstoffbeladenen Polystyrolmikroteilchen analog Beispiel 1 in 250 
ml doppelt destilliertem Wasser dispergiert und die folgenden Losungen bereitet: ^ 
Losung A: 3 % ige Losung von Tetrachlorogoldsauretrihydrat in 11 doppelt destilliertem Was- 
ser 

Losung B: 2,5 % ige Losung von Kaliumcarbonat in 11 doppelt destillieretem Wasser 
Losung C: 3 ml 37 % ige Formaidehydlosung gelost in 11 doppelt destilliertem Wasser 
Zu 250 ml der Dispersion , die lg farbstoffbeladene Polystyrolmikroteilchen analog Beispiel 
1 enthalt, werden 10 ml Losung A, 8 ml Losung B und 20 ml Losung C gegeben. Das Reakti- 
onsgemisch wird auf 80 Grad C erwarmt und nach 10 Minuten eine Probe entnommen. Nach 
Zentrifttgierenund Waschen werden jeweils analog Beispiel 1 die Fluoreszenzeigenschaften 
der goldbeschichtete Mikroteilchen bestimmt. Der Goldgehalt der Mikroteilchen wird nach 
Ablosen des Goldes in Konigswasser wieder polarografisch bestimmt. 
Durch mehrfache Wiederholung dieser Prozedur erhalt man Mikroteilchen mit unterschiedli- 
cher Goldbeschichtung. 

Fur Teilchen mit einem Durchmesser von 50 nm wird bei einer aufgebrachten Goldschicht 
von 9 nm eine Erhohung der Fluoreszenzintensitat urn den Faktor 13 und eine Verbesserung 
der Photostabilitat urn den Faktor 60 im Vergleich zu den unbeschichteten fluoreszierenden 
Polystyrolpartikeln festgestellt. 



Beispiel 3 

Beispiel 3 beschreibt die Bestimmung der Fluoreszenzeigenschaften fur Zweiphotonenanre- 
gung. Als Ausgangsmaterial dienten dabei Polystyrolmikroteilchen von einem Durchmesser 
von 50 nm die mit dem FarbstofFRhodamin 6G beladen waren. Die Beschichtung dieser Mi- 
kroteilchen mit Silber bzw. Gold erfolgte analog Beispiel 1 und Beispiel 2. 
Zur Bestimmung der Fluoreszenzeigenschaften wurde mit einem gepulsten Diodenlaser 
(Pulswiederholrate 80 MHz, Pulsbreite 50 ps) auf der Wellenlange 790 nm angeregt und die 
Fluoreszenzemission bei Wellenlangen im Bereich von 450 - 600 nm gemessen. Fur Mikro- 
teilchen mit einem Kemdurehmesser von 50 nm und einer Silberbeschichtung von 6 nm ergab 
sich beispielsweise eine Erhohung der Fluoreszenzintesitat um den Faktor 1000 gegeniiber 
den nicht metallisierten Teilchen bei der Messung des Fluoreszenzlichts bei der Wellenlange 
460 nm. Die Photostabilitat erhohte sich fur diese Mikroteilchen unter den gleichen MeBbe- 
dingungen etwa um den Faktor 2. 

Fur mit Gold beschichtete Teilchen wurde maximal eine Erhohung der Fluoreszenzintensitat 
um etwa den Faktor 200 gefonden fur Kernteilchen mit einem Durchmesser von 50 nm und 
einer Goldbeschichtung von 7 nm. 
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Fluoreszierende Mikroteilchen 

1 . Fluoreszierende Mikroteilchen mit einem mittleren Teilchendurchmesser von 5 bis 1 00 
nm,wobei 

a) die Teilchen aus einem Kern eines fluoreszierenden Materials bestehen, der mit einem bei 
den optischen Frequenzen der Anregung und Fluoreszenz metallisch leitenden Material 
derartig beschichtet ist, daB Durchmesser des Kerns des fluoreszierenden Materials, sowie 
Art und Schichtdicke des metallisch leitenden Materials so aufeinander abgestimmt sind, 
daB maximale Photostabilitat und/oder Helligkeit bei Ein- und/oder Mehrphotonenanre- 
gung erreicht wird, 

b) die Teilchen mit einer weiteren transparenten Schutzschicht versehen und 

c) die Teilchen gegebenenfalls mit funktionellen Gruppen oder Konjugatmolekulen ausgerii- 
stet sind, die die Ankopplung an Biomolekule oder andere Analytsubstanzen gestatten. 

2. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

der Kern aus einem Polymermaterial besteht, der mit fluoreszierenden Stoffen beladen ist. 



3 . Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch lund 2 dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei dem Polymermaterial urn Polymere oder Copolymere von Styrol, Divinylbenzol, 
Acrylnitril oder Methacrylnitril, Acrylamid oder Methacrylamid, Acrylsaure-oder 
Methacrylsaureester, Butadien, Maleinsaurederivaten, Vinylacetat, Vmylchlorid, ferner 
Cellulosederivate, Agarose, PoiyvinylaikohoL Gelatine, Polyurethan, Polyhydroxybutter- 
saure, Polylactide handelt. 

i 

4. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polymermaterial vernetzt ist und anionen- oder kationenaustauschende Gruppen enthait 

5. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei den fluoreszierenden Stoffen um organische Farbstoffe handelt. 

6. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeicnhnet, daB es sich 
bei den organischen Farbstoffen um Cumarine, Oxazine, Thiazine, Rhodamine, Dibenzpy- 
rane 3 Polymethine wie Cyanine, Phthalocyanine oder eine Kombination davon handelt. 

7. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Kern 
aus Halbleiterkristallen besteht. 

8. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Halbleiterkristalle aus CdS, CdSe, CdTe, ZnS, ZnSe, ZnTe, InP, InAs bestehen. 

9. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB es 

' sich bei dem metallisch leitenden Material um Gold, Silber, Kupfer oder Aluminium han- 
delt. 

10. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 8 , dadurch gekennzeichnet, daB der 
Durchmesser des Kerns des fluoreszierenden Materials bevorzugt im Bereich von 10 nm 
bis 90 nm liegt und die Schichtdicke des metallisch leitenden Materials bevorzugt 1 bis 10 
nm betragt. 
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1 1 . Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet , daB der 
Durchmesser des Kerns des fluoreszierenden Materials besonders bevorzugt im Bereich 
von 10 bis 50 nm liegt und das metallisch leitende Material aus Silber besteht ■ 

12. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich urn spharische Teilchen handelt. 

13. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daJ3 es 
sich urn nichtspharische Teilchen handelt. 

14. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich urn Teilchen .mit unregelmassiger bis fraktaler Oberflachenstruktur handelt. 

15. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 14 dadurch gekennzeichnet, daB die 
transparente Schutzschicht aus Oxiden oder Suifiden des metallisch leitenden Materials 
und /oder Polymeren besteht. 

16. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Teilchen mit EiweiBkorpern bevorzugt Albumin beschichtet sind. 

17. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 15 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Teilchen mit aliphatischen Polysulfiden oder monomeren thiolgruppenenthaltenden Stof- 
fen beschichtet sind. 

1 8 . Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 1 7 oder eine ModiFikation davon, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache fixnktionelle Kopplungsgruppen aus der Rei- 
heHydroxyl, Amin, Amid, Inrid, Carbonsaureanhydrid, Sulfhydril, Sulfonat, Aldehyd, 
Azid, Chinondiazid, enthalt 

19. Fluoreszierende Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 18 oder eine Modifikation davon, 
gekennzeichnet dadurch, daB die Oberflache eine biologisch aktive Substanz wie Biotin, 
Avidin, Streptavidin, oder eine Nucleinsaureverbindung enthalt. 

20. Herstellung eines fluoreszierenden Mikroteilchens nach einem der Anspruche 1 bis 19. 

21 . Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 20, ge- 
kennzeichnet durch folgende Arbeitsschritte 

a) Preparation von Polymerteilchen, die fluoreszierende organische Farbstoffe enthalten oder 
fluoreszierenden Halbleiterkristailen mit einem mittleren Teilchendurchmesser von 5 bis 
100 nm, 

b) Beschichtung von fluoreszierenden Teilchen mit einem mittleren Durchmesser von 5 bis 
100 nm mit einem bei den optischen Frequenzen der Anregung und Fluoreszenz metal- 
lisch leitenden Material in der Weise, daB Durchmesser der fluoreszierenden Teilchen, 
sowie Art und Schichtdicke des metallisch leitenden Materials so aufeinander abgestimmt 
sind, daB maximale Photostabilitat und /oder Helligkeit bei Ein- und/oder Mehrphotonen- 
anregung erreicht wird, 

c) Beschichtung der metallisierten Teilchen mit einer weiteren transparenten Schutzschicht 
und gegebenenfalls weitere Beschichtung mit funktionellen Gruppen oder Konjugatmole- 
kulen, die die Ankopplung an Biomolekule oder andere Analytsubstanzen gestatten. 
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22. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 20 und 21, da- 
durch gekennzeichnet, daB farbstoffbeladene hydrophobe Polymerteilchen durch Losen 
der Polyrnere und Farbstoffe in einem organischen mit Wasser nicht vollstandig mischba- 
ren Losungsmittel und anschlieBende Emulgierung in Wasser unter Zugabe grenzflachen- 
aktiver Stoffe und Abdestillieren des organischen Losungsmittels oder daB farbstoffbela- 
dene hydrophile Polymerteilchen durch Losen der hydrophilen Polyrnere und der Farb- 
stoffe in Wasser, anschlieBende Emulgierung in einem organischen Losungsmittel unter 
Zugabe grenzflachenaktiver Stoffe und Abdestillieren des Wassers prapariert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 20 und 21, da- 
durch gekennzeichnet, daB vernetzte Polymerteilchen mit Anionen- oder Kationencha- 
rakter in Losung mit entsprechenden ionischen organischen fluoreszierenden Farbstoffen 
zusammengebracht werden, so daB sich die Polymerteilchen mit Farbstoffen beladen. 

24. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 20 und 21, da- 
durch gekcnnzeichnet, daB die mit Farbstoff beladenen polymeren Teilchen oder Mikro- 
kristalle in wassriger Suspension mit Losungen von Salzen oder Komplexsalzen von 
Gold, Silber oder Kupfer in Gegenwart eines Reduktionsmittels zusammengebracht wer- 
den bis sich das Metall in der erforderlichen Schichtdicke auf den polymeren Teilchen 
oder Halbleiterkristallen niedergeschlagen hat. 

25. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 20 und 21, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine transparente Schutzschicht aus Oxiden oder Sulfiden 
durch Suspension der metallisierten fluoreszierenden Polymerteilchen oder der metalli- 
siertenHalbleitermikrokristalle in wassrigen Losungen in Gegenwart von Oxidationsmit- 
teln oder Ammoniumsulfid aufgebracht wird. • 

26. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 20 und 21, da- 
durch gekennzeichnet, daB die metallisierten fluoreszierenden Mikroteilchen in wassriger 
oder gegebenenfalls organischer Suspension mit EiweiBkorpern wie Albumin oder ande- 
ren Substanzen mit den funktionellen Gruppen Hydroxyl, Amin, Amid, Imid, Carbonsau- 
reanhydrid, Sulfhydril, Sulfonat, Aldehyd, Azid, Chinondiazid oder biologisch aktiven 
Substanzen beschichtet werden. 

27. Verfahren zur Herstellung fluoreszierender Mikroteilchen nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB die biologisch aktiven Substanzen Biotin, Avidin, Streptavidin oder 
eine Nucleinsaureverbindung sind, 

28. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19, als Fluores- 
zenzmarker oder Tracer. 

29. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19 zum Nachweis 
von Substanzen, die mit den funktionellen Gruppen der Mikroteilchen reagieren oder dar- 
an binden, wobei es sich um ein Protein, ein Peptid, DNA, KNA, ein Polysaccharid, ein 
Oligonucleotid, Avidin, Biotin, ein polymeres Biomolekiil, ein nichtpolymeres Biomole- 
kul ? einen Antikdrper, ein Antigen, einen Virus oder einen anderen Mikroorganismus 
handelt. 

30. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19 in Immunoas- 
says, in der DNS-Sequenz- Analyse, in der Zellsortierung, in Imaging- Verfahren. 
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31. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19 7 als Tracer zum 
Nachweis von Transportvorgangen. 

32. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 29, in der Zytometrie. 

33 . Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 29, als Tracer zum 
Nachweis von Transportvorgangen in lebenden Organismen oder Zelien. 

34. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19 und 28 bis 33 in 
MeBsystemen mit Zweiphotonenanregung im Bereich von 600-1100 nm und Nachweis 
der Fluoreszenzemission im Bereich 300-700 nm. 



35. Verwendung von fluoreszierenden Mikroteilchen nach Anspruch 1 bis 19 und 28 bis 33 
und/oder 34 in MeBsystemen mit einer CCD-Kamera zur Detektion der Fluoreszenz. 
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